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摘要 将 来 源 于 Clostridium cellulolyticum H10 的 DPEase 基因 在 食品 级 表达 系 
统 Bacillus subtilis 中 进行 产 酶 研究 ， 在 3-L 发 酵 饶 中 高 密度 发 酵 最 终 酶 活 可 达 
495 U/mL， 得 到 高 表达 量 的 DPEase 酶 液 。 通 过 硅 藻 土 -海江 酸 钠 (吸附 包 埋 
去 ) 对 重组 细胞 进行 固定 化 研究 ， 结 果 表 明 ， 当 海藻 酸 钠 浓 度 2%， 细 胞 包 埋 
量 50 gL，CaCl 浓 度 2% ， 硅 藻 土 浓度 1% 时 ， 固 定 化 细胞 酶 活 回收 率 可 达 
64%， 固 定 化 细胞 与 游离 细胞 相 比 最 适 pH 不 变 ， 最 适 温 度 提 高 SC， 热 稳定 性 
明显 提高 ， 连 续 反 应 7 个 批 次 后 转化 率 仍然 为 28%， 仍 保持 81% 的 残余 酶 活 ， 
具有 很 高 的 工业 应 用 价值 。 
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Abstract The DPEase gene from Clostridium cellulolyticum H10 was studied on 

the enzyme production in the food grade expression system Bacillus subtilis. The final 
enzyme activity was 495 U/mL by high-cell-density fermentation in the 3-L fermentor. 
The recombinant cells were immobilized by diatomite-sodium alginate (adsorption- 
occlusion method), the optimized immobilized conditions were as follows: 2% 

sodium alginate, 50 g/L cell concentration, 2% CaCl and 1% diatomite. Under the 
optimum condition, the recovery rate reached 64%. Compared with the free cells, the 
immobilized cells had the same optimal pH, the optimal temperature was increased by 
5 'C, and the thermal stability was significantly improved. The conversion rate was 
still 2896 after 7 times repeated operations, it also maintained 8196 of the residual 


enzyme activity, which had a high industrial application value. 


D- 阿 洛 酮 糖 是 D- 果 糖 的 一 种 同 分 异 构 体 ， 它 的 甜 度 是 蔗糖 的 70% ， 但 是 
能 量 值 只 有 蔗糖 的 0.3% 帆 ， 有 具有 多 种 独特 的 营养 学 和 生理 性 功能 ， 例 如 零 能 
量 ， 可 预防 肥胖 ， 降 低 血 糖 、 血 脂 ， 腾 食补 充 剂 和 甜 味 剂 等 C 和 4， 受到 越 来 越 多 
研究 者 的 注意 。 

D- 阿 洛 酮 糖 在 自然 界 中 存在 极 少 ， 目 前 一 般 用 酶 法 转化 生产 D- 阿 洛 酮 糖 。 
D- 阿 洛 酮 糖 3- 差 向 异 构 酶 “DPEase〉 可 催化 D- 果 糖 C3 位 置 差 向 异 构 化 从 而 获 
得 D- 阿 洛 酮 糖 。 近 年 来 ， 不 同 微生物 来 源 的 DPEase 被 发 现 并 在 不 同 宿主 中 克 
AUT), (HAE D- 阿 洛 酮 糖 作为 一 种 食品 添加 剂 ， 选 择 安全 的 宿主 菌 尤其 重 
要 。 杜 草 芽孢 杆菌 (Bacillus subtilis) 作为 一 种 食品 安全 菌 ， 不 存在 内 毒素 等 安 
全 性 问题 ， 被 广泛 用 于 各 种 酶 制剂 的 工业 化 生产 中 区 9。 但 是 在 DPEase 的 工业 
化 生产 中 存在 表达 量 低 的 问题 ， 无 法 满足 生产 需要 。2016 年 ， 来 自 天 津 的 孙 媛 
霞 团队 00 构 建 了 一 株 含有 木 糖 诱导 性 启动 子 的 重组 DPEase 和 蛋白， 并 在 枯草 芽 
孢 杆菌 中 成 功 表达 ， 最 后 在 7.5-L 发 酵 缸 中 酶 活 和 蛋白 表达 量 分 别 为 95 U/mL 
和 2.6gL， 是 目前 国内 外 报道 的 最 高 水 平 。 工 业 化 生产 中 ， 如 何 通过 高 密度 发 
酵 获 得 高 表达 量 的 酶 蛋白 尤为 重要 。 在 传统 的 枯草 芽孢 杆菌 分 批 补 料 发 酵 过 程 
中 ， 通 常 需 要 控制 较 低 的 残 糖 浓度 来 提高 产物 的 产量 403]， 这 是 因为 当 培养 基 
中 碳 源 底 物 丰富 时 ， 可 能 会 对 发 酵 产 物产 生 阻 过 现象 ， 这 一 现象 称 为 碳 代 谢 阻 


m 


mu 


遏 效应 (CCR 效应 ) 叫 。 所 以 ， 采 取 合 适 的 发 酵 策 略 获取 高 表达 量 的 酶 蛋白 是 
工业 化 生产 D- 阿 洛 酮 糖 的 关键 。 

几乎 所 有 的 DPEase 都 存在 稳定 差 的 问题 ， 大 多 数 己 酮 糖 3- 差 向 异 构 酶 在 
低 于 5S0C 时 具有 较 好 的 热 稳定 性 ， 当 温度 一 旦 升 高， 酶 迅速 失 活 。 而 且 水 溶性 
的 酶 液 无 法 重复 利用 ， 同 时 由 于 DPEase 基本 都 是 胞 内 酶 ， 破 壁 获得 工业 上 所 
需 的 酶 液 往往 成 本 较 高 ， 而 且 耗 时 费力 。 自 上 世纪 六 十 年 代 以 来 ， 固 定 化 技术 
被 逐渐 开发 并 广泛 应 用 于 食品 、 医 药 、 环 境 等 各 个 领域 。 王 雪 梅 等 人 研究 了 海 
藻 酸 钠 和 聚 丙烯 酰胺 复合 载体 包 埋 镰 孢 霉菌 细胞 拆 分 D，L- 泛 解 酸 内 酯 9， 该 
固定 化 方法 最 终 酶 活 回收 率 可 达 80% 以 上 ; 付 凤 根 等 以 海藻 酸 钙 为 载体 包 埋 大 
肠 杆菌 细胞 催化 生产 D- 塔 格 糖 ， 连 续 转 化 8 个 批 次 的 平均 转化 率 仍 保持 在 
60.6%ng。 通 过 固定 化 细胞 制备 D- 阿 洛 酮 糖 不 仅 避 免 了 破 壁 所 带 来 的 麻烦 ， 同 
时 也 提高 了 酶 的 利用 率 和 稳定 性 。 江 南大 学 江波 团队 通过 海藻 酸 钠 包 埋 大 肠 杆 
菌 细胞 产 D- 阿 洛 酮 糖 重复 操作 8 次 后 回收 率 仍 保持 6196071. 

本 研究 中 ， 将 前 期 构建 的 来 源 于 Clostridium cellulolyticum H10 的 DPEase 
基因 转化 B. subtilis strain CCTCC M 2016536 中 实现 表达 。 通 过 分 批 补 料 发 酵 获 
得 高 表达 量 的 目的 蛋白 ， 最 后 我 们 探索 了 吸附 - 包 埋 法 〈 硅 菠 土 -海藻 酸 钠 ) 对 
重组 枯草 芽孢 杆菌 固定 化 条 件 的 研究 ， 获 得 了 一 种 固定 化 细胞 产 D- 阿 洛 酮 糖 的 
方法 ， 具 有 很 高 的 工业 化 应 用 价值 。 


1 ”材料 与 方法 
1.1 ”材料 
1.1.1 菌株 与 质粒 


重组 菌 B. subtilis/pHY300PLK-DPEase 由 实验 室 前 期 构建 。 


1.1.2 ”试剂 


和 蛋白 电泳 试剂 和 和 蛋白 分 子 量 Mark 均 购 自 上 海 生物 工程 有 限 公 司 ; D- 阿 洛 
酮 糖 标 样 购 自 Sigma 公司 ; 其 他 常规 试剂 均 购 于 国药 集团 化 学 试剂 有 限 公 司 。 


1.1.3 ”培养 基 


种 子 培养 基 LB (g/L): 酵母 粉 5， 和 蛋白 有 10，NaCl 10， 四 环 素 终 浓度 20 


mg/L. 


3-L RIRES IA (g/L): 大 豆 蛋 白 肛 20， 玉 米 浆 15, 1RR 1, HW 5, 
K2HPO4 12.54，KH2PO4 2.31, MgSO4+7H20 1，CaCl 0.2， 四 环 素 终 浓度 20 
mg/L， 和 人 微量 元 素 液 3 mL. 


补 料 培养 基 (g/L): 甘油 500，MgSO4*7H2O 7.89， 大 豆 和 蛋白 肛 20， 玉 米 浆 10, 
微量 元 素 液 20 mL。 


微量 元 素 TES (g/L): Cacl 0.35，ZnSO4 x7 H20 0.18. MnSO4 x H20 0.1, Naz- 


EDTA 10.05, FeCl; 8.35, CuSO4 x 5 H20 0.16, CoCl x 6 H20 0.18, 


1.2 方法 
1.2.1 重组 菌 在 3-L 发 酵 饶 中 发 酵 产 DPEase 


种 子 培 养 : 从 -80C 保 存 的 甘油 管 中 接 2%o 的 菌 液 至 含有 四 环 素 的 LB 液体 
培养 基 〈 种 子 培养 基 ) 中 ，37'C、200 r/min， 培 养 8-10 ho 

3-L 鲍 高 密度 发 酵 ，3-L infors APER) AGREE 0.9 L, WUR pH 7.0， 溶 氧 
校准 至 100% ， 将 100 mL 种 子 培 养 基 接种 至 发 酵 缸 中 ， 并 加 入 终 浓 度 20 mg/L 
的 四 环 素 。33C 恒 温 发 酵 ， 用 20% 的 磷酸 和 氨水 控制 pH 7.0 左 右 。 当 初始 培养 
基 中 甘油 耗 尽 时 ， 会 出 现 溶 氧 突然 地 上 升 和 转速 的 下 降 ， 此 时 开始 恒 速 补 料 。 
发 酵 过 程 中 ， 通 过 转速 和 溶 氧 偶 联 使 溶 氧 维持 在 3096 。 

超声 破 壁 : 用 20 mmol/L, pH8.0 的 HEPES 缓冲 液 将 细胞 沉淀 复 溶 到 ODeoo 
为 5 (1mL 体系 ) ， 加 入 30 pL 溶菌 酶 (20 mg/mL) 37C 处 理 30 min， 用 超声 
破碎 仪 进行 破 壁 ， 然 后 离心 取 破 壁 上 清 检测 DPEase 表达 情况 。 


1.2.2 DPEase 酶 活 测 定 方 法 


将 200 uL 适当 稀释 的 酶 液 加 入 到 800 pL 含有 果糖 的 HEPES 缓冲 液 (20 
mmol/L, pH8.0, 0.1 mmol/L Co%™) 中 ， 使 果糖 终 浓度 80 gL。 振荡 混 匀 后 置 于 
55C 水 浴 锅 中 反应 10 min， 煮 沸 10 min 灭 酶 终止 反应 。 样 品 离心 过 膜 后 ， 经 高 
效 液 相 色谱 (OHPLCO 分 析 检 测 D- 阿 洛 酮 糖 ， 检 测 器 为 示 差 检测 器 。 


游离 细胞 酶 活力 测定 方法 : 将 适量 菌 体 加 入 到 1 mL 上 述 反 应 体系 中 ，55C 
反应 10 min， 沸 水 浴 10 min 灭 酶 终止 反应 。 

固定 化 细胞 酶 活力 测定 方法 : 称 取 0.5 g 固定 化 微 球 ， 加 入 到 10 mL 上 述 反 
应 体系 中 ，55'C 反 应 10 min， 取 上 清 沸水 浴 10 min 灭 酶 。 

酶 活 单位 定义 : 在 pH 8.0 ，55 环境 下 ， 每 分 钟 内 产生 1 hmoL 的 D- 阿 洛 
酮 糖 〈D-psicose) 为 一 个 酶 活 单位 。 

酶 活 回收 率 : 固定 化 细胞 的 总 活力 与 用 于 固定 化 细胞 的 游离 细胞 总 活力 的 
百分率 。 


1.2.3 国定 化 细胞 及 固定 化 条 件 的 优化 


称 取 一 定 质量 的 海藻 酸 钠 加 水 8 mL， 加 热 溶解 ， 冷 却 后 加 入 2 mL BS 
液 ， 充 分 搅拌 混合 均匀 ， 然 后 用 带 针 头 的 注射 器 将 上 述 混合 液 以 60 滴 /min 的 速 
EWA Cac 溶液 中 ， 形 成 大 小 均一 的 固定 化 微 球 ，4C 静 置 硬化 3h 后， 用 去 
离子 水 洗涤 3 次 后 保存 在 生理 盐水 中 。 

采用 单 因素 实验 ， 控 制 一 个 因素 不 变 ， 分 别 改变 海藻 酸 钠 浓度 、 细 胞 包 埋 
量 、CaCb 浓度 、 硅 藻 土 浓度 来 考察 各 个 因素 对 固定 化 细胞 效果 的 影响 。 
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1.2.4 ”固定 化 细胞 和 游离 细胞 的 最 适 pH 和 温度 


配置 不 同 pH 的 HEPES 缓冲 液 (6.0-9.0) ， 称 取 0.5 g 固定 化 微 球 ， 按 固定 
化 细胞 酶 活 测定 方 法 ， 确 定 固定 化 细胞 最 适 的 PH， 同时 用 适当 菌 体 代 蔡 固 定 化 
微 球 确定 游离 细胞 的 最 适 反 应 pH。 

在 最 适 的 pH 条 件 下 ， 分 别称 取 0.5 g 微 球 和 适当 菌 体 ， 在 不 同 反 应 温度 下 
(45-80'C ) 测定 酶 活 ， 确 定 固定 化 细胞 和 游离 细胞 的 最 适 反 应 温度 。 


1.2.5 固定 化 细胞 的 温度 稳定 性 和 操作 稳定 性 


称 取 一 定 质量 的 固定 化 微 球 ， 加 入 到 10 mL 300 g/L 的 果糖 反应 体系 (pH 
8.0, 0.1 mmol/L Co?) 中 ， 于 $5C 水 浴 摇 床 ， 以 100 rpm 反应 3 h， 反 应 结束 
后 用 去 离子 水 清洗 固定 化 微 球 三 次 后 重复 上 述 操作 ， 连 续 反 应 7 个 批 次 ， 分 别 
计算 转化 率 与 残留 酶 活 。 


2 ”结果 与 讨论 
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2.1 3-L 饶 中 高 密度 发 酵 产 DPEase 


本 实验 在 3-L 发 酵 饶 中 考察 了 重组 枯草 芽 苞 杆菌 生长 和 产 酶 情况 。 如 图 1 
所 示 ， 重 组 菌 在 发 酵 缸 中 一 直 处 于 稳定 的 生长 阶段 ， 但 是 重组 菌 的 胞 内 酶 活 却 
呈现 先 增 加 而 后 趋 于 稳定 的 状态 ， 当 重组 菌 发 酵 32 h 后 其 胞 内 酶 活 基本 达到 平 
衡 ， 最 高 酶 活 可 达 495 U/mL。 通 过 重组 菌 在 3-L 镀 中 高 密度 发 酵 ， 获 得 了 高 表 
达 量 的 DPEase。 
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1 重组 菌 在 3-L 铅 中 生长 和 产 酶 过 程 


Fig.1 ODs and DPEase activity of the recombinant strain in the 3-L fermentor 
将 发 酵 液 稀释 到 ODeo 为 5 后 ， 离 心 ， 菌 体 用 绥 冲 液 悬 浮 均匀 后 ， 超 声 破 


碎 仪 进行 细胞 破碎 ， 离 心 取 胞 内 上 清 酶 液 ，SDS-PAGE ÆA Eyk (图 2) © 
示 ， 在 33kDa 处 有 目的 蛋白 条 带 ， 与 理论 的 DPEase 分 子 质量 符合 。 


M- Æ AM Marker; 1- 重组 菌 破 壁 上 清 液 


图 2 DPEase SDS-PAGE 分 析 
Fig.2 SDS-PAGE analysis of the DPEase 


2.2 ” 硅 藻 土 -海藻 酸 钠 固 定 化 细胞 条 件 的 优化 
2.2.1 海藻 酸 钠 浓 度 对 固定 化 细胞 的 影响 


海藻 酸 钠 浓度 影响 固定 化 微 球 的 机 械 强 度 、 传 质 速度 等 ， 从 而 影响 固定 化 
细胞 的 酶 活 回收 率 。 如 图 3 所 示 ， 酶 活 回 收 率 随 着 海藻 酸 钠 浓度 的 增加 呈现 先 
升 高 后 降低 的 现象 。 当 海藻 酸 钠 浓 度 过 低 时 ， 产 生 的 固定 化 微 球 结构 孔径 大 ， 
机 械 强 度 差 ， 在 包 埋 过 程 中 细胞 容易 流失 ， 导 致 酶 活 回 收 率 低 ;但 是 当 海 藻 酸 
钠 浓度 过 高 时 ， 载 体 材料 溶解 困难 ， 推 压 注 射 器 费力 且 产 生 的 固定 化 微 球 形状 
不 规则 ， 容 易 拖 尾 。 纤 合 考虑 ， 当 海 莹 酸 钠 浓度 为 2% 时 ， 酶 活 回收 率 最 高 ， 
且 产 生 的 微 球 形状 规则 ， 机 械 强度 良好 。 
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图 3 海藻 酸 钠 浓 度 对 固定 化 细胞 酶 活 回收 率 的 影响 


Fig.3 Effects of sodium alginate amount on enzyme activity recovery of immobilized cells 


22.2. ” 包 埋 细胞 浓度 对 固定 化 细胞 的 影响 


固定 化 载体 与 包 埋 细胞 浓度 的 比例 可 能 影响 酶 活 回收 率 。 包 埋 细 胞 浓度 过 
高 可 能 超过 载体 的 负荷 ， 导 致 酶 活 回收 率 降低 。 如 图 4 所 示 ， 固 定 化 细胞 的 酶 
活 回收 率 随 着 包 埋 菌 体 浓度 的 增加 而 增加 ， 但 是 当 苗 体 包 埋 量 大 于 50 g/L 时 ， 
酶 活 回 收 率 急剧 下 降 ， 这 时 候 可 能 载体 中 的 细胞 分 子 密度 过 高 ， 位 阻 效 应 增 
加 ， 在 固定 化 过 程 中 部 分 细胞 从 载体 中 渗透 出 去 ， 导 致 酶 活 回收 率 降低 。 所 以 
选取 50 g/L 的 细胞 包 埋 量 作 为 固定 化 细胞 的 最 适 条 件 。 
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图 4 细胞 包 埋 量 对 固定 化 细胞 酶 活 回收 率 的 影响 


Fig.4 Effects of cell concentration on enzyme activity recovery of immobilized cells 


22.3 ” CaCl 浓度 对 固定 化 细胞 的 影响 


CaCl 浓 度 可 能 影响 固定 化 微 球 的 硬化 效果 ， 浓 度 过 低 时 微 球 的 硬化 效果 
差 ， 细胞 容易 流失 ， 且 机 械 强 度 差 ， 不 利于 连续 反应 ; CaCls 浓 度 过 高 时 形成 紧 
密 的 网 状 空间 结构 不 利 底 物 分 子 的 进出 ， 同 时 由 于 DPEase 是 一 种 金属 依赖 性 
酶 ， 高 浓度 的 Ca* 对 DPEase 的 活性 损失 较 大 ， 所 以 如 图 S 所 示 ， 最 佳 的 Cach 
人 硬化 浓度 为 2%。 
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图 5 CaCl 浓 度 对 固定 化 细胞 酶 活 回收 率 的 影响 


Fig.5 Effects of CaCl concentration on enzyme activity recovery of immobilized cells 


2.2.4” 硅 藻 土 浓度 对 固定 化 细胞 的 影响 


有 研究 表明 ， 硅 藻 土 作为 改 性 介质 能 改善 固定 化 微 球 的 形状 结构 ， 提 高 其 
机 械 强 度 。 如 图 6 所 示 ， 当 添加 1% 的 硅 汇 土 时 可 明显 改善 固定 化 细胞 的 酶 活 
回收 率 。 这 可 能 是 当 采 用 硅 薄 土 -海棠 酸 钠 〈 吸 附 - 包 埋 法 ) 共 固 定 化 细胞 时 ， 
不 仅 使 细胞 固定 的 更 加 牢固 ， 防 止 细 胞 脱落 ， 同 时 硅 菠 土 也 可 使 原本 致密 的 载 
体 结构 变 得 相对 朴 松 ， 更 加 有 利于 传 质 和 底 物 分 子 的 进出 ， 加 快 反 应 速率 。 硅 
藻 土 浓度 为 1% 时 ， 酶 活 回收 率 为 64% 。 所 以 添加 1% 的 硅 藻 土 作 为 改 性 介质 
共 固 定 化 细胞 。 
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图 6 硅 藻 土 浓度 对 固定 化 细胞 酶 活 回收 率 的 影响 
Fig.6 Effects of diatomite concentration on enzyme activity recovery of immobilized 


cells 


2.3 ”固定 化 细胞 的 酶 学 性 质 及 操作 稳定 性 研究 
2.3.1 固定 化 细胞 最 适 反应 pH 与 温度 


在 本 研究 中 ， 我 们 考察 了 游离 细胞 和 固定 化 细胞 的 最 适 反应 条 件 。 如 图 7(a) 
所 示 ， 在 不 同 pH 的 缓冲 体系 中 (pH 6.0-9.0) 测定 固定 化 细胞 和 游离 细胞 的 
DPEase 酶 活 ， 以 最 高 酶 活 为 相对 酶 活 100%， 结 果 表 明 游 离 细 胞 和 固定 化 细胞 
的 最 适 pH 相同 ， 都 为 8.0; 如 图 7(b)， 将 游离 细胞 和 固定 化 细胞 分 别 在 45 C - 
75C FR, W DPEase 酶 活 ， 结 果 显 示 固 定 化 细胞 的 最 适 反 应 温度 为 
70C， 相 对 于 游离 细胞 提高 了 5C. 
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图 7 固定 化 细胞 与 游离 细胞 的 最 适 pH 和 最 适 温度 
Fig.7 The optimum pH(a) and temperature(b) of the immobilized cells and free cells 


2.3.2 固定 化 细胞 热 稳定 性 和 操作 稳定 性 的 研究 


固定 化 细胞 跟 游离 细胞 相 比 ， 有 较 好 的 操作 稳定 性 和 重复 使 用 性 。 本 实验 
将 固定 化 微 球 于 55SC、100 rpm. 下 进行 连续 转化 ， 经 过 预 实验 确定 反应 时 间 为 3 
h。 待 一 次 反应 结束 后 ， 去 除 反应 液 并 测定 D- 阿 洛 酮 糖 转化 率 ， 并 用 去 离子 水 
洗涤 3 次 后 加 入 新 鲜 的 反应 液 进行 下 一 批 次 的 转化 。 如 图 8 所 示 ， 固 定 化 细胞 
的 转化 率 呈 现 先 增加 而 后 稳定 的 趋势 ， 这 可 能 是 因为 在 最 初 的 反应 过 程 中 高 温 
使 固定 化 微 球 出 现 明显 溶 胀 ， 增 加 了 微 球 与 底 物 的 反应 面积 ， 有 利于 加 快 反应 
速率 。 经 过 连续 反应 7 个 批 次 ， 固 定 化 细胞 的 转化 率 仍 能 维持 在 28%; 而 残留 
酶 活 有 些许 下 降 ， 但 是 仍 保持 81%% 的 残留 酶 活 ， 这 是 由 于 在 连续 反应 过 程 中 机 
械 作用 力 和 高 温 使 微 球 发 生 溶 胀 ， 细 胞 流失 而 且 伴 随 部 分 微 球 出 现 破 裂 的 现象 
导致 残留 酶 活 的 降低 。 由 此 可 见 ， 固 定 化 细胞 最 示 出 民 好 的 热 稳定 性 和 连续 转 
化 能 
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图 8 固定 化 细胞 的 操作 稳定 性 


Fig.8 The operational stability of immobilized cells 
3 ”结论 


本 实验 研究 了 来 源 于 Clostridium cellulolyticum H10 的 DPEase 基因 在 B. 
subtilis 中 的 表达 情况 ， 通 过 在 3-L 发 酵 饶 中 高 密度 发 酵 ， 最 高 酶 活 达到 495 
U/mL， 最 终 得 到 一 株 高 产 DPEase 酶 蛋白 的 菌株 。 由 于 DPEase 是 一 个 胞 内 
酶 ， 破 壁 得 到 工业 化 所 需 的 大 量 酶 液 不 仅 耗 时 费力 ， 而 且 成 本 较 高 ， 相 对 而 言 
通过 固定 化 细胞 生产 D- 阿 洛 酮 糖 避 免 了 粗 酶 提取 带 来 的 麻烦 ， 同 时 也 提高 了 酶 
的 利用 率 和 稳定 性 。 通 过 对 固定 化 重组 DPEase 细胞 的 条 件 优化 ， 结 果 表明 ， 

最 优 条件 为 海藻 酸 钠 浓 度 2% ， 细 胞 包 埋 量 SO g/L, CaCbYKJE 296, EEK 
度 1% 。 该 条 件 下 固定 化 细胞 的 酶 活 回收 率 可 达 64%， 连 续 转 化 7 个 批 次 后 ， 

仍 保持 28% 的 转化 率 和 81%% 的 残留 酶 活 ， 结 果 表 明 固定 化 细胞 热 稳 定性 明显 提 
高 〈 游 离 酶 在 55C 下 半衰期 为 3h) ， 同 时 具有 和 良好 的 操作 稳定 性 ， 显 示 该 方 

法 有 很 高 的 工业 应 用 价值 。 
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